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研究成果の概要（和文）：原始的真核生物の一候補である Giardia intestinalis のゲノム中に存在する、
trans スプライシングにより切り出される新型分割イントロンに関する分子進化学的な解析をを行い、スプライ
シング機構の多様性と進化に関する知見を得た。まず、Giardia および近縁種における通常および分割イントロ
ンの分布を探査し、近縁種であるKipferliaにおいて複数の分割イントロンを発見した。また、Giardia のスプ
ライセオソーム構成因子を他の真核生物のデータと比較して分割イントロンのtrans スプライシングに関与する
因子を探るために、スプライセオソームの単離と精製を目指す実験を行った。
研究成果の概要（英文）：A protozoan parasite, Giardia intestinalis, previously considered as a 
primitive eukaryote, possesses novel introns with a split form (split introns) which are spliced by 
trans-splicing. We evolutionarily analyzed the genome and transcriptome of Giardia and found a new 
split intron of this type and suggested the presence of other candidates. We also sequenced and 
surveyed the genome and transcriptome of Kipferlia, a close relative of Giardia, and found several 
candidates of split introns. On the other hand, in order to search for spliceosomal factors 
participating in the trans-splicing of split introns, we try to isolate and purify spliceosomes from
 Giardia and to compare the spliceosomal components with those of other eukaryotic model organisms. 
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１．研究開始当初の背景 
 真核生物では、ゲノム遺伝子からイントロ
ンを含む pre-mRNA が合成されるが、イン
トロンはスプライセオソームと呼ばれる
RNA-タンパク質複合体により取り除かれ成
熟 mRNA となる。真核生物ゲノムには多数
のイントロンが存在するため、効率的なイン
トロンの除去とコード領域の結合（スプライ
シング）は極めて重要である。しかし、これ
までの研究は、1 つの pre-mRNA から成熟
mRNAを形成する cisスプライシングに関し
て、哺乳類や酵母を用いて行われたものがほ
とんどであり、多様な真核生物系統群のごく
一部を対象としたものにすぎなかった。した
がって、真核生物のスプライシング機構の全
体像とその進化は謎に包まれていた。 
 研究開始当初の知見では、イントロンとス
プライシング機構の本質的理解に不可欠な、
「真核生物全体における普遍的・本質的事
象」と「生物群特異的な事象」を区別・同定
することは困難であった。この状況を打破す
るためには、進化的に幅広い生物種間でのス
プライシング機構の比較解析や、2 種類の
pre-mRNAから 1種類の成熟mRNAを作り
出す transスプライシングなどこれまで特殊
と考えられてきた機構の研究が必要不可欠
であると考えられた。 
 進化生物学において、フォルニカータ生物
群のGiardia属は原始的真核生物の候補とし
て注目を集めてきた。Giardia において cis
スプライシングを行う通常イントロンは研
究開始当初までに 6つしか発見されていなか
った。その一方で、Giardiaの 4種類のタン
パク質遺伝子の mRNA 成熟には、特殊な新
型「分割」イントロンの transスプライシン
グ（右図）が必須であることが明らかとなっ
ていた。しかし、Giardia および近縁生物種
において、通常および分割イントロンのゲノ
ム上での分布の実態は不明であり、その全容
解明が待たれていた。また、Giardia のスプ
ライセオソームの全容も不明であった。
Giardia のスプライセオソームを精製してそ
の構成因子を明らかにすることは、分割イン
トロンの transスプライシング機構に関与す
る因子を探るために重要であるばかりでな
く、真核生物全体を通してスプライシング機
構の進化学的な比較解析を行うための基礎
データを提供するという意味でも重要であ
ると考えられた。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、申請者らが原始的真核生物の
一候補である Giardia intestinalis のゲノム
中に発見した、trans スプライシングにより
切り出される新型『分割イントロン』（右図）
（Kamikawa et al. 2011 Curr Biol）に関す
る分子進化学的な解析を通して、スプライシ
ング機構の多様性と進化に関する新知見を
得ることを目標とした。まず Giardiaおよび
近縁生物種における通常および分割イント 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 分割イントロンの transスプライシング 
 
ロンの分布を把握し、組換え体を用いる実験
により、trans スプライシングに必須なイン
トロン側の配列要素を解明することとした。
さらに、Giardia のスプライソソーム構成因
子レパートリーを明らかにし、それを他の真
核生物の既知データと比較することにより、
trans スプライシングに関与する因子を推定
することとした。 
 研究開始当初までに、研究代表者らは
Giardia の 90kDa 熱ショックタンパク質
（HSP90）及びダイニン（OAD）遺伝子発
現に新型 transスプライシング機構が必須で
あることを明らかにした。その結果、Giardia
におけるイントロンとスプライシング機構
に関する以下の疑問点が明確となった。 
(1) 研究開始時点までに Giardia ゲノムの探
索の結果から、通常イントロンが 6つ、分割
イントロンが 4つ確認されていたが、Giardia
ゲノム中に通常・分割を合わせてイントロン
は何個あるのか？ 
(2) Giardia の分岐以前に分岐した近縁種に
おいてイントロンはどのくらいの数存在す
るのか？また、分割イントロンは存在するの
か？ 
(3) 分割イントロンのスプライシングに必要
な配列要素は何か？またGiardiaのスプライ
セオソームはどんな RNA・タンパク質因子
から構成さるのか？ 
(3) 通常イントロンと共に分割イントロンの
スプライシングも行うGiardiaスプライセオ
ソームと、イントロンのほとんどが通常型で
あるヒトや酵母のスプライセオソームと本
質的相違点があるのか、あるのならそれは何
か？ 
 そこで本研究では、上記 4つの疑問点の解
明を目指し、以下の 4つの目標を設定して解
析を行うこととした。 
《目標 1》Giardiaゲノム中の正確なイント 
          ロン分布の推測 
《目標 2》Giardiaの分岐以前に分岐した近    
     縁種におけるイントロンの探索 
《目標 3》Giardiaスプライセオソームの全 
          容解明と機能解析 
《目標 4》真核生物スプライセオソーム進化 
          の解明 
 
３．研究の方法 
 上記の4つの目標を達成するために、以下
に示す5つの実験を計画して研究に取り組ん
だ。  
実験1 トランスクリプトームデータをゲノ
ムデータへマップすることにより、
通常・分割イントロンを探索するプ
ログラムを開発する。それを用いて
Giardiaゲノム中に存在する通常・分
割イントロンの総数を明らかにする。 
実験2 Giardiaの分岐以前に分岐した近     
縁種である Kipferlia bialataおよび
Dysnected brevisのゲノム・トラン
スクリプトーム解析を行い、得られ
たデータに対して実験１で開発した
プログラムを適用して通常・分割イ
ントロンを探索する。 
実験3 組換体Giardiaを用いて、pre-mRNA
が形成するステム構造など、transス
プライシングに必要な配列要素を in 
vivo実験で検証する。 
実験4 Giardia スプライセオソームを単離
し、その構成因子を網羅的に同定す
る。単離したスプライセオソームか
らタンパク構成因子を個別に分離し、
それらの部分的アミノ酸配列を決
定・ゲノムデータへの参照を行うこ
とで、スプライセオソーム構成因子
の全容を解明する。 
実験5 trans スプライシングの有無、trans
スプライシングのタイプが異なる
Giardia、Trypanosoma、ヒト・酵母
の間でスプライセオソームの構成因
子を比較する。この比較解析から、
真核生物スプライセオソーム構成因
子の共通性と特異性を解明する。 
 
４．研究成果 
 次世代シーケンサーによって得られた大
量のゲノム・トランスクリプトームのデータ
をもとに、分割イントロンの候補を探索する
ためのプログラムを開発し、既存の Giardia
のデータに適用してその有効性を検証した。
Giardiaにおいて既知の 4つの分割イントロ
ンを高いスコアで検出できることが分かっ
たが、その他にも同程度のスコア値にて 10
個ほどの遺伝子を検出できた。その一部が
200コピーほどある表面抗原タンパク質
Variant-specific surface proteins (VSP) で
あったため、それらが真の分割イントロンで
あるかどうかを検証するために、ゲノムレベ
ルでの詳細な解析を進めている。 
 Giardia に近縁な自由生活性フォルニカー
タ鞭毛虫である Kipferliaと Dysnectesにつ
いても分割イントロンの有無を調べ進化学
的な比較をするために、次世代シーケンサー
（NGS）を用いてそれぞれのゲノム・トラン
スクリプトームのデータを得た。Kipferlia
について、トランスクリプトームデータをゲ
ノムデータにマッピングし、分割イントロン
探査プログラムを用いて精査したところ、
Giardia よりも多くの遺伝子に分割イントロ
ンの候補を特定することができた。それらの
一部について、分割イントロンをまたいだ位
置に作成したプラーマーを用い、ゲノムDNA
と cDNAそれぞれを鋳型とする PCRを行っ
たところ、cDNAを鋳型とする場合のみに予
想長のバンドが得られたことから、実際に分
割イントロンが存在することが示唆された。
一方、Kipferlia ゲノムには、約 120,000 の
通常型シスイントロンが存在し、Giardia や
Spironucleus（フォルニカータ寄生虫）のイ
ントロンの数よりもはるかに多いことが明
らかとなった。Kipferlia は Giardia や
Spironucleus の分岐よりも早く分岐した生
物であるため、自由生活性の祖先段階におい
て存在した膨大な数のイントロンが寄生虫
への進化の過程で失われたものと考えられ
た（論文①）。現在、Kipferlia の分岐の後に
分岐し、Giardiaや Spironucleusにより近縁
な Dysnectesのゲノム・トランスクリプトー
ムデータを用いた同様の解析を進めている。 
 組換え体 Giardiaを用いる解析を進め、ス
プライセオソーム構成因子であるタンパク
質 SmD1, SmD3, Lsm1のN末側ににFLAG
タグを付したコンストラクトをGiardiaに発
現させることに成功した。それらの Giardia
株を維持しながら SmD1 に関する基本的な
解析を進め、タグ付き SmD1に対するタグア
フィニティーカラム精製により SmD1 と相
互作用するタンパク質の網羅的同定を試み
た。タグ付き SmD1の回収率を向上させるこ
とができたため、質量分析を行ったが、他生
物で良く保存されているスプライセオソー
ム構成タンパク質の同定には至らなかった。
現在、SmD3, Lsm1に関する同様な解析を進
めるとともに、FLAGタグを C末側に移した
コンストラクトの作成を検討している。 
 Giardia のスプライセオソーム構成タンパ
ク質のレパートリーが哺乳類や酵母のもの
と異なっているかどうかを探るために、哺乳
類・酵母で共通に存在する 50 個程度のタン
パク質それぞれに対して、Giardia や他の真
核生物でのホモログを探索した。それに際し、
Giardia, Kipferlia, Dysnectesを含むフォル
ニカータ生物群のさまざまな生物のトラン
スクリプトームのデータ（論文②）を精査し
て構成タンパク質のホモログの同定に努め
た。収集したデータをもとにアライメント解
析と分子系統解析を行った。その結果、哺乳
類・酵母のホモログが Giardiaにも存在する
と考えられる 30 個程度のタンパク質のリス
トが明らかになった。これにより、スプライ
セオソームのコアとなるタンパク質は
Giardia でも保存されているものと考えられ
た。以上の解析結果から、スプライソソーム
が、真核生物全体で保存されているタンパク
質に加え、系統特異的なさまざまなタンパク
質から構成されており、超分子システムとし
て非常に多様な構造となっているという可
能性が示唆された。 
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